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Pharmazeutische Kombinationspraparate und deren Verwendung als antineoplastische Arzneimittel 

Die vorliegende Erfindung betrifft pharmazeutische Kombinationspraparate und deren Anwendung als 
antineoplastische. Arzneimittel. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind insbesondere Kombinationspraparate, die als Wirkstoffe 
Verbindungen enthalten, die als Inhibitoren der Proteinkinase C fungieren, in Kombination mit einem 
5 antineoplastisch aktiven Wirkstoff, wie beispieisweise mit Lipiden Oder deren Derivate, mit cytostatisch 
wirksamen Verbindungen oder mit Verbindungen, die als Inhibitoren von Phospholipasen fungieren. 

Insbesondere betrifft die Erfindung Kombinationspraparate von Proteinkinase-C-lnhibitoren mit cytosta- 
tisch wirksamen Verbindungen. 

Die Verwendung von Chemotherapeutica ist in der antineoplastischen Therapie schon seit langerer Zeit 
70 ein anerkanntes und weit verbreitetes Behandlungsprinzip. Diese Chemotherapeutica werden eingesetzt, urn 
maligne Zellen mit ungehemmten Wachstumsverhalten zu zerstoren, wobei normale oder gesunde Zellen 
moglichst wenig geschadigt werden sollen. Als Chemotherapeutica kornmen fast ausschliefliich jedoch 
Cytostatica zum Einsatz, die im aligemeinen unspezifisch toxisch auf normale und maligne Zellen wirken 
und das Wachstum der Zellen hemmen. Diese Cytostatica haben eine sehr enge therapeutische Anwen- 
75 dungsbreite. was zu schwerwiegenden Nebenwirkungen fuhrt. 

Solche Nebenwirkungen sind beispieisweise Blutungen, Qbelkeit, Erbrechen, Dysponoe. Allergien, 
Alopezien, Herzmuskelschadigungen, Herzrythmusstorungen, Perikarditis, periphare und zentrale Neuropa- 
thien, Schmerzen, Nephropathies Stomatitis, Diarrhoe, Fieber, Hautveranderungen, Infektionen, Herzinsuffi- 
■ zienzen, oder Veranderungen des Bewufitseinszustandes. 
20 Die vorliegende Erfindung hat sich deshaib zur Aufgabe gestellt, die Wirkung von Chemotherapeutica 
zu steigern, dhne da/3 dies mit einer Steigerung der toxischen Effekte dieser Wirkstoffe einhergeht. Es 
solien Arzneimittel zur Verfugung gestellt werden, die eine Verminderung der oben genannten Nebenwir- 
kungen bei der Behandlung mit Chemotherapeutika bewirken. Ziel dabei ist es, die therapeutische 
Anwendungsbreite dieser Chemotherapeutica zu vergrdflern. im Fade der Cytostatica soli die antitumorale 
25 oder antiproliferative Wirkung verstarkt werden, so da/3 diese Cytostatica in geringeren Dosen verabreicht 
. werden konnen und somit eine Verminderung oder Aufhebung der durch diese Mittel hervorgerufenen 
Nebenwirkungen erfolgt. 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, dafl Verbindungen, die Proteinkinasen C inhibieren, in 
Kombination mit antineoplastischen Wirkstoffen, wie z.B. mit Lipiden, Lipidanaloga, Cytostatica oder 
30 Inhibitoren von Phospolipasen eine synergistische Wirkung ausuben. insbesondere wurde gefunden, daB 
bei der Kombination mit Cytostatika eine Versiarkung des antiproliferativen oder antitumoralen Effektes 
auftntt. 

!m Sinne der vorliegenden Erfindung soli unter dem 3egriff "Proteinkinase-C-lnhibitoren" soiche 
Verbindungen verstanden werden, die die Calcium- und Phospholipid-abhangigen Proteinkinasen-C bzw. 

35 die entsprechenden Isoenzyme in zellfreien Extrakten oder in intakten Zellen hemmen {Nishizuka (1986), 
Science 233, 305 - 312); Nature (1988). 334, 662-665. Solche Stoffe konnen nach ublichen Verfahren aus 
Naturstoffen isoliert werden, oder auch synthetisch hergestellt werden. In diesem Sinne kornmen beispieis- 
weise die foigenden Verbindungen in Frage: Quercetin (3,3 ,4 ,5,7-Pentahydroxy-fiavon, Horn, F. (1985), J. 
Biochem. 148, 533 - 538); Phorbolester, wie z. B. 12-0-Tetradeca-noylphorbol-i3-acetat (TPA, Regazzi, Ft. 

jo (1986), Int. J. Cancer 37, 731 - 737): Tamoxifen (O'Brien et al. (1985), Cancer Research 45, 2462 - 2465); 
Staurosporin (Tamaoki, T. et al. (1986). Biochem. 3iophys. Res. Comm. 135. 397 - 402); oder Lipidanaloga, 
wie beispieisweise schwefelhaltige Phospholipide,' insbesondere llmofosin. oder Lysolecithine, insbesondere 
ET-i8-OCH 3 . Mit Hilfe der in Beispiel i beschriebenen aligemeinen Verfahren kann ohne weiteres 
experimentell festgestetlt werden, ob eine Verbindung als Inhibitor der Proteinkinasen C wirkt und im Sinne 

45 der vorliegenden Erfindung verwendet werden kann. 

llmofosin und dessen Verfahren zur Herstellung ist aus EP-B-0,050,327 bekannt. Die Verbindung ist dort 
als Beispiel 33 mit dem systematischen Namen 3-Hexadecyimercapto-2-methoxypropanol-1 -phosphorsau- 
remonocholinester beschrieben. llmofosin gehdrt zur Gruppe der sog. Alkyllysolecithin-Derivate und ist als 
Verbindung mit cancerostatische Eigenschaften bekannt. 

50 ET-18-0CH 3( dessen systematischer Name 4-Hydroxy-7-methoxy-N.N.N-trimethyl-3,5,9-trioxa-4- 

phosphaheptacosan-l-aminium-4-oxid lautet, ist aus DE PS 26 19 686 bekannt. Diese Verbindung ist dort 
als Antitumormittel beschrieben. 

Als Proteinkinase-C-lnhibitoren im Sinne der vorliegenden Erfindung kornmen insbesondere llmofosin 
und ET-18-OCH3 in Frage. Weitere bevorzugte Verbindungen sind Quercetin, Tamoxifen und Staurosporin 
bzw. dessen chemisch modifizierten Derivate. 

2 ' 
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Zu der Gruppe der antineoplatisch aktiven Wirkstoffen gehoren unter anderem Lipide oder Lipid- 
Anatoga, wie z.B. Phosphoiipide, naturlich vorkommende oder auch synthetisch hergestellte Lipide, die 
einen Phosphatrest enthalten. Hier2u zahlen die Glycero- und -die Sphingophosphatide sowie deren 
Derivate. Aus der Gruppe der synthetischen Derivate sind insbesondere folgende Strukturen zu nennen: 1- 

5 O-Alkylphospholipid-Derivate, wie zum Beispiet ET-18-OCH 3 (Weltzien, H.U. et al. in: Ether Lipids. Bioche- 
mica! and Biomedical Aspects; Ed. Mangold, H.K. and Paltauf, F.; Academic Press, New York, 277-308);1-S- 
Alkylphospholipid-Derivate. wie zum Beispiel llmofosin {3-Hexadecyl-mercapto-2-methoxymethyl-propyl-1- 
phosphochoiin); Alkyl-, Alkenyl- und Acylphosphocholin-bzw. ethanolamin-Derivate, wie beispieisweise He- 
xadecylphosphocholin (HPC); halogenierte Anaioga von Alkyl-, Alkenyl- und Acylglycerol-Derivaten 

io (Brackerts. H. (1987) Lipids 22, 897-903). 

Zu den oben genannten Lipiden oder Lipid-Analoga gehoren auch Lipide, die eine Kohlenhydratgruppe 
enthalten und als Glykolipide bezetchnet werden. Es werden Cerebroside und Ganglioside unterschieden. 
1st der Galactoserest eines Cerebrosids mit Sulphat verestert, spricht man von Sulphatiden. Alle Sphingosin 
enthaltenden Lipide werden als Sphingolipide zusammengefam. Ferner kommen auch Neutrallipide, wie z.B. 

75 Triglyceride und Choiesteride sowie deren Derivate in Frage. Insbesondere sind in dieser Gruppe die O- 
Alkyl- und halogenierten Abkommlinge des Triacylglycerols zu nennen. 

Zu der Gruppe der antineoplastischen Wirkstoffe zahlen ferner insbesondere die Chemotherapeutika. 
Darunter werden im folgenden korperfremde Substanzen verstanden, die geeignet sind und dazu verwendet 
werden, urn Mikroorganismen," Parasiten (Antibiotika) oder Tumorzelien (Cytostatica) zu schadigen oder zu 

20 zerstoren. Dabei sind insbesondere Cytostatica bzw. deren Derivate aus folgenden Cytostaticagruppen zu 
nennen: Alkylantien, wie z.B. Cyclophosphamid, Chlorambucil, Melphalan, Busulphan, N-Lost-Verbindungen, 
Mustargen; Metallkomplex-Cytostatica, wie z.B. Metallkomplexe des Platins, Palladiums oder Rutheniums, 
beispieisweise Cis-Diammino-dichloroptatin (II) (CDDP); Anti-metabolite, wie z.B. Methotrexat, 5-Fluoruracil. 
Cytorabin; Naturstoffe, wie beispieisweise Vinblastin, Vincristin. Vindesin usw.; Antibiotika, wie z.B. Dactino- 

25 mycin, Daunorubicin, Doxorubizin, Bleomycin, Mitomycin usw.; Hormone und Hormonantagonisten, wie z.B. 
Dtethyistiibostrol. Testolacton, Tamoxifen, Aminogiutethimid; sonstige Verbindungen, wie z.B. Hydroxyharn- 
stoff oderProcarbactn, sowie Corticoide, wie z.B. Prednisolon. 

Als antineoplastische Wirkstoffe im Sinne der vorliegenden Erfindung kommen insbesondere Platin- 
Komplex-Verbindungen, wie beispieisweise cis-Dichloro-diammin-Platin-(ll) bzw. (IV), Mustargen und Doxo- 

30 rubicin (Adriamycin) in Frage. 

Ferner gehoren zu der Gruppe der antineoplastischen Wirkstoffe auch Verbindungen, die die Phospholi- 
pasen inhibieren, wie z.B. Mepacrin (Hofmann, S.L. et al. (1982) Arch. Biochem. Biophys. 215, 237-244), 
Antiphlogistica, wie z.B. indomethacin etc.. Neomycin, Psychopharmaka, Trifluoperazin etc.. 

In besonderen Fallen kann es auch vorkommen, da/3 eine Verbindung sowohl in die Gruppe der bereits 

35 bekannten antineoplastischen Wirkstoffe im Sinne der oben angegebenen Definition fa lit, als auch der 
Gruppe der Proteinkinase-C-lnhibitoren zugeordnet werden kann. Dies ist beispieisweise der Fall fur 
llmofosin und ET-I8-OCH3. Dies schlie/Jt jedoch die Kombinationsmogiichkeit mit anderen antineoplasti- 
schen Wirkstoffen nicht aus. solange mindestens einer der Wirkstoffe als Proteinkinase-C-lnhibitor fungiert. 
Die Anwendung einer Kombinationstherapie mit Hilfe der pharmazeutischen Praparate der vorliegenden 

-jo Erfindung bietet den Vortei! der synergistischen Versiarkung der antitumoralen Wirkung der Einzelsubstan- 
zen. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit der Reduktion der Dosen und damit der Toxizitaten der 
Einzelsubstanzen bei gleichzeitiger Erhaitung der antitumoralen Wirksamkeit bei Kombination der Einzelsub- 
stanzen. Eine Kombinationstherapie der oben ge nannten Einzeltherapieprinzipien bietet ferner die Moglich- 
keit der Uberwindung von Cytostatika-Resistenzen. wobei sowohl Substanzgruppenresistenzen als auch 

45 Mehrfachresistenzen (pleiotrope Cytostatikaresistenz) in Frage kommen. 

Bei der Anwendung der Kombinationstherapie ist es moglich. die Wirkstoffe in einer sogenannten fixen 
Kombination, d.h. in einer einzigen pharmazeutischen Formuiierung zu verabreichen, in der beide Wirkstoffe 
enthalten sind. oder eine sogenannte freie Kombination zu wahlen, bei der die Wirkstoffe in Form von 
getrennten pharmazeutischen Formulierungen gleichzeitig oder aber auch nacheinander appliziert werden 

50 konnen. Die Herstellung solcher Kombinationspraparate erfolgt nach ublichen in der galenischen Tecknik 
bekannten Verfahren. 

Sind die Wirkstoffe Festsioffe, so konnen die Wirkstofre nach ublichen Verfahren zu festen Arzneimittel- 
praparaten (Tabletten. Pellets. Komprimetten, Geleekapseln) verarbeitet werden, indem man. z.B. beide 
Wirkstoffe miteinander vermischt und mit ublichen Trager- oder Hilfsstoffen zusammen beispieisweise zu 
55 Tabletten verpreCt. Es ist aber auch moglich. die Wirkstoffe zusammen mit geeigneten pharmazeutischen 
Hilfsstoffen getrennt voneinander in einer verkaufsfertigen Verpackungseinheit zur Verfugung zu stellen, 
wobei die Verpackungseinheit die beiden Wirkstoffe in getrennten pharmazeutischen Formulierungen 
enthalt. 
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Werden die Wirkstoffe in Form von Injektionslosungen zur Verfugung gestellt, so konnen diese die in 
Frage kommenden Wirkstoffkombinationen in lyophilisierter Form oder bereits in fertig injizierbarer geloster 
Form errthalten. Prinzipiell ist es aber auch moglich, je eine parenterals Formuiierung fur jeden in Frage 
kommenden Wirkstoff in einer einzigen Verpackungseinheit zur Verfugung zu stellen, so da/3 die Injektions- 

5 losungen gegebenenfalls ge trennt voneinander appliziert werden konnen. Bei Unvertraglichkeiten der 
Wirkstoffe miteinander ist diese Form der Anwendung die bevorzugte Methode. 

Irrr Falle der parenteralen Darfeichungsform konnen die Wirkstoffe auch in Substanz, gegebenenfalls 
zusammen mit ublichen pharmazeutischen Hilfsstoffen. beispielsweise in lyophilisierter Form voriiegen und 
durch Zugabe von pharmazeutisch ubiichen Injektionsmedien rekonstituiert Oder solubiiisiert werden. 

70 Die pharmazeutischen Praparate kommen in flussigen oder fester Form zur enteralen bder parenteralen 
Applikation. Hierbei kommen alle ublichen Applikationsformen in Frage, beispielsweise Tabletten, Kapseln, 
Dragees. Sirupe; Losungen, Suspensionen. Als Injektionsmedium kommt vorzugsweise Wasser zur Anwen- 
dung, welches die bei Injektionslosungen ublichen Zusatze wie Stabiiisierungsmittel. Losungsvermittler und 
Puffer enthalt. Derarige Zusatze sind z.B. Mannit, Tartrat- und Citratpuffer, Ethanol, Komplexbildner wie zum 

is Beispiel Ethylendiamintetraessigsaure und deren nichttoxischen Saize, sowie hochmolekulare Polymere wie 
flussiges Poiyethylenoxid zur Viskositatsregelung. Flussige Tragerstoffe fur Injektionslosungen mussen 
stenT sein und werden vorzugsweise in Ampullen abgefullt. Feste Tragerstoffe sind zum Beispie! Starke, 
Lactose, Kieselsauren, hohermolekulare Fettsauren wie Stearinsaure, Gelatine, Agar-Agar, Calciumphos- 
phat, Magnesiumstereat, tierische und pflanzliche Fette,- feste hochmolekulare Polymere wie Polyethylengly- 

20 kole; fur orale Applikation geeignete Zubereitungen konnen gewunschtenfalls Geschmacks-und Su/3stoffe 
enthalten. " - 

Die Dosierung kann von verschiedenen Faktoren, wie Applikattonsweise, Spezies, Alter und individuellen 
Zustand abhangen. Die taglich zu verabreichenden Dosen liegen bei etwa 0.05 - 100 mg/kg Korpergewicht 
pro Einzelkomponente. Beispielsweise kann im Falle einer Kombination von CDDP und Guercetin eine 

25 Dosis von 1 - 10 mg/kg, insbesondere 3 mg/kg CDDP, oder 10 - 50 mg Guercetin, insbesondere 20 mg/kg 
verwendet werden. Die Menge des jeweiligen Wirkstoffes pro Darreichungsform variiert 2wischen 5 und 
TOOOmg. 

Bei den Kombinationspraparaten kann sich das Verhaltnis zwischen den als Inhibitoren der Proteinkina- 
se C fungierenden Wirkstoffen und den Lipiden, Lipidanaloga, Cytostatica oder Inhibitoren der Phosphoiipa- 

30 sen in einem weiten Bereich bewegen. So sind beispielsweise molare Verhaltnisse zwischen 1:1000 und 
1000:1 moglich, je nach Wirksamkeit der in Frage kommenden Wirkstoffe. Im Falle der Kombination mit 
CytostaticaJst ein Verhaltnis zwischen 1:100 und 100:1 bevorzugt. Insbesondere kommt bei der Kombina- 
tion von llmofosin oder'ET-l8-OCH3 mit cis-Diammino-dichloro-platin(ll) ein Verhaltnis von 1:50 bis 50:1, 
bevorzugt jedoch von 1:1 bis 50:1 in Frage. 

35 Im Sinne der vorliegenden Erfindungen kommen beispielsweise die folgenden Kombinationspraparate in 
Frage: 



4Q 
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Proteinkinase-C-lnnibitor 


Antineoplastischer 


Molares 




Wirkung 


Verhaltnis 


A 


B 


A : B 


Guercetin 


cis-DDP 


ca. 100 : 1 


Guercetin 


Mustargen 


ca. 800 : 1 


Tamoxifen 


cis-DDP 


ca. 10 : 1 


Staurosporin 


cis-DDP 


ca. 1 : 100 


llmofosin 


cis-DDP 


ca. 10 : 1 


ET-I8-OCH3 


cis-DDP 


ca. 10 : 1 



50 

Die folgenden Beispiele belegen die synergistische Wirkung einiger reprasentativer Kombinationsprapa- 
rate, und stehen stellvertretend fur den in den Anspruchen naher gekennzeichneten Erfindungsgedanken: 



55 Beispiel 1: 

Allgemeines Verfahren zur Untersuchung von Verbindungen hinsichtlich ihrer Funktion als Inhibititor der 
Proteinkinase C . 

4" 
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a) Reagentien 

Pferdeserum und DMEM (Dulbeccos modified minimal essential medium) wurden von Boehringer 
Mannheim, FRG, bezogen. Cis-Diammino-dichloro-platin(ll) stammte von Homburg Pharma, Frankfurt. 

5 [gamma- 32 P]-ATP (10 Ci/mmol) und 22 P-orthophosphat waren von Radiochemical Centre, Amersham, UK; 
GF/F-Filter und DE-52-Cellulose von Whatman, Clifton, NJ (USA); Leupeptin, Aprotinin, Quercetin 
(3, 3',4',5,7-pentahydroxyflavon),. Tamoxifen, 12-O-tetradecanoylphorbol-l 3-acetat (TP A), 0-Glycerophosphat. 
Histon H1 (Typ III S), 3-N-Morpholino-propansulfonyisaure (MOPS), L-alpha-Phosphatidyl-L-serin und 1,2- 
sn-Diolein stammten von Sigma, Munchen, FRG. Proteinkinase C wurde von Merck, Darmstadt, FRG 

io bezogen. Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS-HCI), Ethylenglykol-bis-(aminoethyl)-tetraessigsaure 
(EGTA), Natriumdodecylsulfat (SDS) und Triton X-100 waren von Serva, Heidelberg. Mustargen (HN2) 
wurde von Aidrich. Steinheim erhalten. Staurosporin stammte von Prof. Matter, Ciba-Geigy, Basel (CH). 
Ilmofosin stammte von Boehringer Mannheim, FRG,- und wurde wie von Bosies et al. (Lipids, (1987), 22, 947 
-951) beschrieben synthetisiert. Fur die Untersuchungen wurde eine Stammlosung von 100 ug/ml Ilmofosin 

js in DMEM plus 10% fbtales Kalberserum (FCS) verwendet. Die Stammlosung wurde bei 4 C gelagert. 
Doxorubicin (Adriamycin, Adriablastin R ) stammte von Farmitalia/Carlo Erba GmbH, Freiburg, FRG. 



b) Hemmung der Proteinkinase C (PK-C) - (in vitro Methode) 

20 

Proteinkinase' C wurde aus Walker-Zellen durch Chromatographie an DEAE-Cellulose der Zellextrakte 
nach der von Kreutter et at. (J.Biol.Chem. 260, 5979-5984 (1985)) beschriebenen Methode angereichert. 2u 
den Extrakten wurde jedoch zusatzlich 1 mM Phenylmethan-sulfonyifluorid. 20 ug/ml Leupeptin und .2 
ug/ml Aprotinin zugegeben. Die' Proteinkinase C Aktivitat wurde durch Messung des 32 P-Einbaus von 

25 [gamma- 52 P]-ATP in H1 Histon nach der Methode von Fabbro et al. (Arch. Siochem. Biophys. 239, 102 - 
111 (1985)) bestimmt. Die Reaktionsmischung (125 ul) enthielt 0.5 uCi [gamma- 22 P]-ATP, 40 mM Tris-HCI, 
pH 7.4, imM CaCI 2 , 700 uM EGTA, 50 uG Histon, 6.75 ug L-alpha-Phospatidyl-L-serin und 0.675 tig 1,2- 
s,n-diolein. Die Reaktionzeit betrug '10 Minuten bei 32 C. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 1 mi 
20 % Trichtoressigsaure (w/v) gestoppt. Das Protein wurde auf Whatman GF/F-Fiiterpapier ausgefallt und 

30 mit Hitfe eines Flussigszintillationszahlers gezahlt. 

c) Hemmung der Proteinkinase 0_ (PK-C) - (in vivo Methode) Phosphorylierung von ribosomalem Protein 
S6 

35 

Zetlen wurden in DMEM mit 0.5 % Pferdeserum (v/v) uber einen Zeitraum von 15 h gezuchtet und 
dann in phosphatfreiem Medium inkubiert. Nach 1 h' wurden 4 uCi/ml 32P-Orthophosphat und nach 
weiteren 30. Minuten 0.5 uM TPA (1 2-O-Tetradecanoyiphorbol-i 3-acetat) und 50 uM Quercetin zugegeben. 
Die Zeilen wurden in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM KCI. 5 mM MgCb, 0.33 M Sacharose. 1 % Triton X- 

40 100 (v/v), 1 mM Phenylmethansulfonylchlorid. 20 ug/ml Leupeptin, 2 ug/ml Aprotinin und 80 mM p- 
Glycerophosphat iysiert. Das Lysat wurde nach 10 Minuten bei 0 C bei 30,000 g 10 Minuten lang 
zentrifugiert. Die Pellets wurden einmal durch Resuspension mit dem Lyse-Puffer gewaschen und anschlie- 
/3end bei 30.000 g zentrifugiert. Die Uberstande wurden vereinigt und bei 100,000 g 3 Stunden iang 
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 8 M Harnsioff resuspendiert und fur 10 Minuten gekocht. Die Extrakte 

^5 wurden durch eindimensionale SDS-Gelelektrophorese in 15-%-igen ' Polyacrylamid-Gelen analysiert 
(Laemmli. U.K. (1970), Nature 227, 680-685). Nach Blotten des Gels auf Nitrocellulose wurde das S6-Protetn 
identifiziert durch Zugabe von anti-S6-Antiserum. 

so Beispiel 2: 



Quercetin als Inhibitor'der Proteinkinase C 

Wie in Beispiel 1 naher beschrieben wurde der Einf!u/3 von Quercetin auf die Proteinkinase C und auf 
die Vermehrung von Walker-Carzinoma-Zellen in Kultur untersucht. Quercetin wurde in Dimehtylsulfoxid 
(DMSO) solubilisiert. Die Losung in DMSO wurde zur Ansatzmischung bis zu einer DMSO-Endkonzentration 
von 1 % zugegeben. Eine aquivalente Menge von reinem DMSO wurde zu der Kontrollgruppen zugegeben. 
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Der Einflu/3 von Quercetin auf die Zeltvermehrung wurde durch Zugabe des Wirkstoffes in DMSO zum 
Kulturmedium bis zu einer Endkonzentration von 0.1 % untersucht. Die Zellen wurden in Gegenwart des 
Wirkstoffes 48 Stunden lang gezuchtet. Die Kontrollgruppe erhieit lediglich reines DMSO. 100 % der 
Proteinkinase C Aktivitat entspricht 44.8 prnol/min auf H1 ubertragenem 32 P. 
5 Aus den erhaltenen Daten geht hervor, da/3 Quercetin als Inhibitor der Proteinkinase C fungiert (ICso = 25 
uM). 

Beispiet 3: 

10 

Tamoxifen als Inhibitor der Proteinkinase C 

Analog .wie in Beispiel 2 beschrieben wurde der Einflu/3 von Tamoxifen auf die Proteinkinase C 
75 untersucht. Aus den erhaltenen Daten konnte der ICso-Wert zu 11.20 uM bestimmt werden. 

Beispiel 4: 

20 

Staurosporin als Inhibitor der Proteinkinase 

Analog wie in Beispiel 2 beschrieben wurde der Einflu/3 von Staurosporin auf die Proteinkinase C 
untersucht. Der IC 50 -Wert konnte zu 0.048 i±M bestimmt werden. 

25 

Beispiel 5: _ 



30 llmofosin als Inhibitor der Proteinkinase C 

Analog wie in Beispiel 2 beschrieben wurde der Effekt von llmofosin auf die Proteinkinase C untersucht. 
Der ICso-Wert betragt 20 uM. 



35 



-0 



Beispiel 6: 



ET-18-OCH; als Inhibitor der Proteinkinase C 



Analog wie in Beispiel 2 beschrieben wurde der Einflu/3 von ET-18-0CH 3 auf die Proteinkinase C 
untersucht. ET-18-OCH3 inhibiert ebenso wie llmofosin die Proteinkinase C (IC50 = 24.8 uM). 



45 Beispiel 7: 



Allgememes Verfahren zur Bestimmung des synergistischen EFfektes einer Kombination aus Proteinkinase- 
C-lnhibitor und einem antineoplastischen Wirkstoff 

50 

a) Walker Karzinoma-Zellen von Ratten wurden in Suspensionen von DMEM (Dulbeccos Modified 
Minimal Essential Medium) mit einem 10 =o-igen Anteil (v/v) von Pferdeserum und 25 mM MOPS-Puffer {pH 
7.35 bei 20 C) bei einer Temperatur von 36.8 C gezuchtet. Dosis-Wirkungs-Kurven fur einzelhe Wirkstoffe 
Oder Wirkstoffkombinationen wurden erhalten durch Zugabe der ent sprechenden Wirkstoffe zu einer 
55 Suspenion von Walker-Zellen {10 s Zellen/ml). Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen mit 
Hilfe eines elektronischen Zahiers (Coulter-Electronics, Luton. UK) gezahlt. Die Vermehrung der Zellen (M) 
wurde nach folgender Forme! berechnet: M = (T r T o )/(Cj-Co)"lO0, wobei C fur die unbehandelten Kontroll- 
Zellen steht. T die Anzahl der behandelten Zellen bedeutet. und die Indices 0 und t fur die Zahl der Zellen 
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zum Zeitpunkt 0 und nach 48 h steht. 

Nach der von Chou und Talalay {Eur. J. Biochem. (1981), 115, 207 - 216 und Advances Enzyme Regul. 
(1984), 22, 27 - 54) beschriebenen Methode wurde der synergistische Effekt der Wirkstoffkombinationen 
bestimmt. Die zur Berechnung verwendeten Daten beruhen auf mindestens drei verschiedenen Experimen- 
5 ten. Das Berechnungsprogramm wurde bei Elsevier Biosoftware, Cambridge, UK bezogen (Dose effect 
analysis with microcomputers), 
b) [ 3 H]-Thymidin Einbau 

Der cytostatische bzw. cytotoxische Effekt der Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen auf MethA- 
Fibrosarkoma-Zellen wurde in vitro anhand des verringerten [ 3 H]-Thymidineinbaus untersucht. Die Zellen 

/o wurden bis zu einer Endkonzentration von 5 x 10 4 /ml in Abwesenheit der Wirkstoffe suspendiert in DMEM, 
10 % FCS, 50 i±M 2-Mercaptoethanol. 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin. Die Wirkstoffe wurden 
in einem Volumen von 20 ixl zu den Zellen hinzugefugt. Pro Konzentration wurden 6 Kulturen zu 0.2 ml 
angesetzt und in Mikrotiterplatten bei feuchtem Klima inkubiert. Die Kulturen wurden 3 Std. mit 1 uCi {27 
kBq/Zelle) [Methyl- 3 H]-Thymidin (spezifische Aktivitat 5 Ci/mmol) gepulst. Die Proben wurden anschlieflend 

is geerntet und mehrfach gewaschen. Die Rlterplatten wurden getrocknet und in Szintillationsglaschen 
uberfuhrt. Der radioaktive Einbau wurde nach Zugabe von Rotiszint gemessen. 

Beispiei 8: 

20 - * * 

Synergistischer Effekt von Quercetin und cis-Diammino-dichloro-platin {II) (cis-DDP) 

Wie in Beispiei 7a beschrieben wurde der Einflufl von cis-DDP. Quercetin und einer Mischung von 
Quercetin/cis-DDP (molares Verhaltnis 100:1) auf Walker-Sarkoma-Zelien von Ratten untersucht. Die Zellen 
25 wurden in Gegenwart der jeweiiigen Wirkstoffen fur eine Dauer von 48 Stunden gezuchtet. Das Ergebnis 
geht aus Tab. 1 hervor. 



Beispiei 9^ 

30 , 

Synergistische Kombination von Quercetin und Mustargen 

Wie in Beispiei 7a angegeben wurde der Einflu/3 von Quercetin, Mustargen und einer Mischung von 
35 Quercetin/Mustargen {molares Verhaltnis 800:1) auf Walker-Sarkoma-Zelien von Ratten untersucht. Das 
Ergebnis geht aus Tab. 1 hervor. 



Beispiei 10: 

40 

Synergistische Kombination von Tamoxifen und cis-DDP 

Wie in Beispiei 7a angegeben wurde der Einfiu/3 von Tamoxifen, cis-DDP und einer Mischung 'aus 
45 Tamoxifen/cis-DDP (molares Verhaltnis 10:1) auf Walker-Sarkoma-Zelien von Ratten untersucht. Das Ergeb- 
nis geht aus Tab. 1 hervor. 



Beispiei 11: 

50 

Synergistische Kombination von Staurosporin und cis-DDP 

Wie in Beispiei 7a angegeben wurde der Einf!u/3 von Staurosporin, cis-DDP und einer Mischung aus 
55 Staurosporin/cis-DDP (molares Verhaltnis 1:100) auf Walker-Sarkoma-Zelien von Ratten untersucht. Das 
Ergebnis ist in Tab. 1 angegeben. 



7 



EP 0 359 981 A1 



Beispiel 12: 



Synergistische Kombination von Hmofosin und cis-DDP 

Wie in Beispiel 7 a angegeben wurde der Einflu/3 von Hmofosin, cis-DDP und einer Mischung von 
llmofosin/cis-DDP (motares Verhaltnis 10:1) auf Walker-Sarkoma-Zellen von Ratten untersucht. Das Ergeb- 
nis gent aus Tab. 1 hervor. 

w 

Beispiel 13: 



Synergistische Kombination von E i -18-QCH3 und cis-DDP 

75 

Wie in Beispiel 7a angegeben wurde der Einflu/3 von ET-I8-OCH3, cis-DDP und einer Mischung von 
ET-I8-OCH3 {molares Verhaltnis 10:1) auf Waiker-Sarkoma-Zellen von Ratten untersucht. Ahnlich wie in 
Beispiel 12 beschrieben ist auch in diesem Falie eine synergistische Wirkung festzustellen (vgl. Tab. 1). 

20 Tab. 1 



25 


Hemmung der zelluiaren Replikation L'nd Verstarkung des antiproliferativen Effektes; 
Zusammenstellung der iCso-Werte: 


Bsp. 


Protein kinase C 
inhibitor 


Hemmung der (1 ) 


!C 5 o [UM] (1) . 


Art der Aktivitat 

'(2) 


Proteinkinase C 
IC50 [uM] 


Zell-Proliferation 
IC50 [uM] 


Zell-Proliferation in 
Kombination mit cis-DDP 


30 


2, 8 


Quercetin 


25 


23 


3.8 


Synergismus 




2, 9 


Quercetin 


25 


23 




Synergismus 




3, 10 


Tamoxifen 


11.20 


12.44 


2.24 


Synergismus 




4, 1 1 


Staurosporin 


0.048 


0.04" 


0.004 


Synergismus 




5. 12 


Ifmofosin 


0.56 


20 


2 


Synergismus 


35 


6, 13 


EM8-OCH3 


24.8 


5.8 


1.7 


Synergismus 






cis-DDP 


> 1000 


0.23 







(1) Unter dem ICso-Wert versteht man diejenige Kon2entra-tion des Inhibitors, bei der eine 50%-ige 
Hemmung der Proteinkinase C Oder der Zellproliferation erreicht wird. 

(2) Die Berechnungsgrundlage hinsichtlich des synergistischen Effektes erfolgte nach der Methode 
von Chou und Taialay (Advances Enzyme Regul. 22. 27 - 54 (1984)). 



J 5 

Beispiel 14: 

Wie in dem allgemeinen Verfahren in Beispiel 7b) beschrieben wurden die iCso-Werte fur eine 
Kombination von Hmofosin mit CDDP bzw. Doxorubicin bestimmt. Das Ergebnis geht aus der Tabeile 2 
50 hervor. 
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Tab. 2 



Hemmung der Tumorzellen-Proliferation 


Inhibitor 


Antineopl. 


Verhaltnis 


IC 50 


PK-C 


Wirkstoff 




[ug/ml] 


A 


B 


A:B 




llmofosin 


CDDP 


100 : 1 


1.09 


llmofosin 


Doxorubicin 


100 : 1 


1.11 


llmofosin 






1.06 



Beispiel 1 5: 



Hersteliung von pharmazeutischen Formuiierungen 



Die als Wirkstoffe ausgewahlten Verbindungen A und B konnen in verschiedenen galenischen Formuiie- 
rungen verwendet werden. Die nachstehend angegebenen Beispiele betreffen galenische Zubereitungen, 
die einen mit dem Buchstaben A' bezeichneten Wirkstoff als Proteinkinase-C-inhibitor enthalt und einen mit 
dem Buchstaben B bezeichneten antineoplastischen Wirkstoff. 



a) Tabletten 



Mischung 1 


Mischung It 


Wirkstoff A 


50 mg 


Wirkstoff B 


50 mg 


Starke 


180 mg 


Silicieundioxid 


100 mg 


Magnesiumstearat 


20 mg 


Laktose 


100 mg 






Aerosil 


5 mg 



Mischung I, und II werden getrennt voneinander trocken oder feucht granuiiert. Anschlieflend werden sie 
unter Zusatz von 5 mg Talku'm miteinander vermischt und zu Tabletten verpre/3t. 



b) Kapseln 



Mischung I 


Mischung II 


Wirkstoff A 


50 mg 


Wirkstoff B 


200 mg 


Lactose 


1 10 mg 


Polyvinylpyrolidon 


10 mg 


Maisstarke 


20 mg 


Maisstarke 


100 mg 


Gelantine 


8 mg 


Ceetina HR 


10 mg 


Magnesiumstearat 


12 mg 







Die beiden Mtschungen I und II werden getrennt voneinander nach ublichen Verfahren granuiiert. In 
einem geeigneten Mixer werden die beiden Granulate in dem gemischten Mischungsverhaltnis miteinander 
vermischt und das Pulver im Mixer mit Talkum versetzt. AnschlieCend wird die Mischung maschinell in 
Hartgelantinekapseln abgefullt. 
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c) Injektionslosung i.m. oder i.v. 

Eine spritzfertige i. v. -Injektionslosung enthait 



Wirkstoff A 


50 


mg 


Wirkstoff B 


100 


mg 


Natriumchlorid 


20 


mg 


Natriumacelat 


6 


mg 


dest. Wasser ad 


c 


ml 



Eine spritzfertige i.m. -Injektionslosung enthait 



Wirkstoff A 


100 mg 


Wirkstoff B 


100 mg 


Benzylbenzoat 


1 g 


Injektionsol 


5 ml 



Anspriiche 

1. Pharmazeutisches Kombinationspraparat, dadurch gekennzeichnet, da/3 mindestens zwei Wirkstoffe 
enthalten sind, wobei der erste Wirkstoff ein Inhibitor der Proteinkinase-C ist. und der andere Wirkstoff 
antineopiastische Wirkung aufweist, sowie pharmakologisch vertragliche Trager- oder Hilfsstoffe. 

2. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. da/3 der 
Wirkstoff mit antineoplastischer Wirkung ein Lipid, eine Lipid-analoge Verbindung, ein Cytostatikum oder 
eine Verbindung mit phospholipase-inhibierender Wirkung ist. 

3. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 Anspruch ' 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 
der Wirkstoff mit antineoplastischer Wirkung ein Cytostatikum ist. 

4. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet., da/3 die 
Cytostattca Alkylantien, Metallkomplex-Verbindungen, Antimetabolite, Antibiotika, Hormonantagonisien oder 
Corticoide sind. 

5. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, da/3 die 
Cytostattca Cyclophosphamid. Chlorambucil, cis-Diammino-dichloro-platin(II), 'Melhotrexat. 5-Fluoruracil, Do- 
xorubicin, Bleomycin oder Tamoxifen sind. 

6. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 der Wirkstoff. der ais Inhibitor der Pr'oteinkinase C fungiert. aus der Gruppe der Lipide. Phospho-, 
Glyko- oder Neutrallipide oder deren Derivate ausgewahlt ist. 

7. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 einem der Anspruche 1 - 6, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 der Wirkstoff. der als Inhibitor der Proteinkinase C fungiert. Quercetin, Tamoxifen, flmofosin, ET-18- 
OCH3 oder Staurosporin ist. 

8. Pharmazeutisches Kombinationspraparat gema/3 einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeich- 
net. da/3 es Ilmofosin und cis-Diammino-dichloro-platin(ll) enthait. 

9. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Kombinationspraparaten wie in den Anspruchen 1 - 
8 angegeben, dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Wirkstoffe Verbindungen mit proteinkinase-C-hemmen- 
der Wirkung und Verbindungen mit antineoplastischer Wirkung einsetzt. 

10. Verwendung von Verbindungen mit Proteinkinase-C inhibierender Wirkung oder von antineoplasti- 
schen Wirkstoffen zur Herstellung von pharmazeutischen Kombinationspraparaten wie in den Anpruchen 1 - 
8 naher gekennzeichnet. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

i. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Kombinationspraparaten enthaltend mindestens 
zwei Wirkstoffe, wobei der erste Wirkstoff ein Inhibitor der Proteinkinase-C ist und der andere Wirkstoff 
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antineopfastische Wirkung aufweist. dadurch gekennzeichnet. da/3 man die Wirkstoffe gegebenenfalls mit 
pharmazeutisch ublichen Trager- Oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 

2. Verfahren gema/3 Anspruch 1 , "dadurch gekennzeichnet, da/3 der Wirkstoff mit antineoplastischer 
Wirkung ein Lipid, eine Lipid-analoge Verbindung,- ein Cytostatikum Oder eine. Verbindung mit 
phospholipase-inhibierender Wirkung ist. 

3. Verfahren gema/3 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Wirkstoff mit antineopiasti- 
scher Wirkung ein Cytostatikum ist. 

4. 'Verfahren gema/3 Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Cytostatica Alkylantien, 
Metallkomplex-Verbindungen, Antimetabolite, Antibiotika, Hormonaniagonisten oder Corticoide sind. 

5. Verfahren gema/3 Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet. da/3 die Cytostatica Cyclophosphamid. 
Chlorambucil, cis-Diammino-dichloro-platin{ll), Methotrexat, 5-Fluoruracil, Doxorubicin, Bleomycin oder Ta- 
moxifen sind. * 

6. Verfahren gema/3 Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Wirkstoff, der als inhibitor der 
Proteinkinase C fungiert, aus der Gruppe der Lipide. Phospho-, Glyko-oder Neutrallipide Oder deren 
Derivate ausgewahit ist. 

' 7. Verfahren gema/3 Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet. da/3 der Wirkstoff, der als inhibitor der 
Proteinkinase C fungiert, Quercetin, Tamoxifen, llmofosin, ET-18-OCH 3 Oder Staurosporin ist. 

8. Verfahren gema/3 Anspruch 1-7, dadurch gekennzeichnet. da/3 es llmofosin und cis-Diammino- 
dichloro-platin(!l) enthalt. . 

9. Verwendung von Verbindungen mit Proteinkinase-C inhibierender Wirkung oder von antineoplasti- 
schen Wirkstoffen zur Herstellung von pharmazeutischen Kombinationspraparaten wie in den Anspruchen 1 
- 8 naher gekennzeichnet. 
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